
Plateforme protéomique de l’Esplanade,
guide utilisateur 2010 

- fonctionnement des plateaux techniques électrophorèse
- prestations spectrométrie de masse
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Analyses protéomique « bottom up » (analyse de peptides par spectrométrie de masse après clivage enzymatique)

Stratégies expérimentales

Préparation d’échantillon

Gel1D Gel2D

PM

PM

PI

Coloration
Analyse d’image

Excision des spots ou bandes d’intérêt

Digestion trypsique « In gel »
 mélange de peptides

Spectrométrie de masse :
Mesure de la masse des peptides mode MS
Fragmentation des peptides mode MSMS
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Colonnes échangeuses d’ions :
Gradient ionique

Colonnes Reverse phase :
Gradient d’hydrophobicité

PM

Colonnes Reverse phase :
Gradient d’hydrophobicité

Gel1D

Digestion trypsique 
« In gel »

Digestion trypsique « In solution»
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Identification des protéines
interrogation des banques de données protéiques : digestion théorique de toutes les protéines présentes dans la banque.

Masses expérimentales des peptides / Masses théoriques prédites PMF : peptide mass fingerprinting
Masses expérimentales des fragments des peptides / Masses théoriques des fragments des peptides     PFF : peptide fragment fingerprinting

Si Match : identification



Disponible sur la plateforme

En développement : collaboration avec le laboratoire 
de spectrométrie de masse LDSM2 (E.Leize)

Non disponible

Electrophorèse + MALDI MSMS

Electrophorèse + LC MALDI MSMS

MUDPIT : LCLC MSMS

Analyses protéomiques « Top down » : mesure de masse de protéines intactes

Injection phase liquide electrospray MS
ESI Q TOF

MASCOT
PHENYX
PROTEINSCAPE

STOCKAGE NAS
4.5 To

PRIMS

serveur

Outils de spectrométrie de masse présents sur le campus de l’Esplanade

Electrophorèse + LC ESI MSMS
LDSM2 uniquement

2010

Analyses protéomiques «Bottom-up »



Electrophorèse



Outils d’électrophorèse présents sur le campus de l’Esplanade

IBMC IBMP GMGM

Gel1D, Gel2D 17cm2
Gel2D 7cm2

Gel1D, Gel2D 17cm2
Gel2D 7cm2
Gel2D 24 x 20cm

systèmes IEF

Systèmes 
SDS PAGE

Scanner

Logiciel 
d’analyse
d’image

Robot 
spot cutter

Visible
Gels coomassie
Silver staining

Fluorescent
Marquage DIGE, cy2, cy3, cy5
Sypro ruby, proQ diamond

PDquest 8.0
Image master 6.

Image master 6.

Typhoon DIGE
DIGE imager

2010



Protéomique quantitative :
Analyses différentielles de l’expression protéique à partir de gels 2D, 
2D « classique » : bleu colloïdal. 

MUT

WT

WT

MUT

Expertise électrophorèse

WT

Mutant

vs



Protéomique quantitative :
Analyses différentielles de l’expression protéique à partir de gels 2D
2D DIGE (differential in gel electrophoresis) : marquage des lysines avec Cy3, Cy5, Cy2

Expertise électrophorèse

- Red spot: Proteins expressed only in the wild 
type strain (RsaX15a+)

- Green spot: Proteins expressed only in the 
mutant strain (RsaX15a-)

- Yellow spot: Proteins unchanged in the wild type 
and mutant strains

RsaX15a

Data from
P.Fechter 9002

Effect of a non coding RNA from Effect of a non coding RNA from Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus on protein synthesison protein synthesis

Co-électrophorèse



Expertise électrophorèse

Protéomique fonctionnelle :
Etude de PTM, en particulier les phosphoprotéines.
→ Détection des phosphoprotéines

par colorant fluorescent (proQ diamond)

IP

Target IP

Partners ?

C

Spinach nuclei isolation :

Seaking of viral protein 
P25 from BNYVV virus

Is it phosphorylated ?
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pH 5
Blot 2D gel @P25HA, viral protein

pH 8

In red : phosphorylated 
proteins that are upregulated

WT

traité

Vers la spectrométrie de masse

Data from
J.Beyrath 9021

Phosphoproteome cellules RAJI

Data from
A.Schirmer IBMP

Data from
S.Wadworth IBMP

Etude de protéines isolées par gel 2D,1D,
immuno-détection, avec ou sans traitement phosphatase.

Etudes de complexes protéiques
→ Expériences d’immuno-affinité, 

Gels bleu natif



Fonctionnement mutualisé des plateaux d’électrophorèse
IBMC sous-sol responsable :P.Hammann

Accessible sur réservation
Avantages :

Environnement dédié : limite les contaminations en kératine
Support technique des ingénieurs
Consommables protéomiques sur place (dans la limite des stocks)
Systèmes prêts à l’emploi
Banque de protocoles

Conditions d’utilisation :
Formation préalable 
Réservation de l’appareillage et des consommables
Nettoyez après utilisation
Facturation des prestations au prix coûtant.

Plateau identique à l’IBMP 3ème étage responsable :N.Baumberger



CNRS : 2004-2005-2006-2007

Depuis 2007
En immersion : 3-5 jours
Formations en immersion sur projet, 1à 2 participants max

- Travail sur vos échantillons
- extraction
- séparation
- analyse d’image

But :  autonomie 
Sans collaboration (aide ponctuelle des ingénieurs)

Utilisateurs référencés

N.Page 9021
J.Beyrath 9021
A.Ayyaz 9022
H.Harashima                IBMP
M.Shchepetilnikov        IBMP
JL.Evrard IBMP
M.Bureau IBMP
F.Lotfi                           IBMP
P.Fechter 9002
M.Frechin 9002
F.Ploetze GMGM
B.Rinaldi                      GMGM

Formation électrophorèse 

Devenir un expert…



Spectrométrie de masse



Analyses de spectrométrie de masse

Analyses MALDI TOF TOF Analyses ESI Q TOF

Protéines 
entières 
en conditions 
dénaturantes

Haut débit Bas débit

Identification de spots protéiques 2D 
ou bandes 1D par 
Peptide Mass Fingerprinting

et (ou)
Peptide Fragment Fingerprinting

Validation selon critères Mascot

- Recherches de modifications post 
traductionnelles
- Site de clivage
-Analyses de complexes,
recherche de partenaires présents en 

faible quantité.

Résultats Contrôle qualité de 
protéines recombinantes

Stratégie de recouvrement optimal
de séquence : Digestion théorique 
appliquée au spectre expréimentalEnzyme 

Trypsine
Enzyme trypsine

AspN
GluC
LysC
ArgC

Mesure de masse entière

Résultats

serveur

mascot

NAS 4.5To

Phenyx

Proteinscape

Prims

Serveur protéomique :
Automatisation de l’acquisition
Sauvegarde des données
LIMS



1. Electrophorèse
Dans votre laboratoire
Travaillez si possible avec du matériel dédié
(plaques et boite de coloration))

Colorez avec des solutions compatible masse
Bleu G250 > bleu R250
Silver mass compatible
Sypro ruby
Epaisseur : entre 0.75 et 1mm

Analyses haut débit, in gel digest :  en pratique

Service de protéomique
Echantillons précieux : IP, 
Utilisez les gels précoulés
gel gradient 4-12% invitrogen 

disponibles sur réservation
Epaisseur 1mm

2. Découpage
Manuel
Découpez au plus près de la bande
Conditionnement dans tube eppendorf (stock -20°C)

Automatique 
(non facturé pour les partenaires)
1.5 mm de diamètre
Condititionnement en microplaques 96

Remplir le formulaire excel d’analyse 2010

! Keratine contamination

Microplaque d’échantillon 96
Plaque N°2010_6

+

Paramètres de « Traçabilité d’échantillons » : 
-stockage de résultats

-Par année de réalisation
-Par microplaque 96 : position dans la 
plaque n° 2010_x
-Par fichier excel « analyses MALDI »

Robot 
exquest
Biorad



Formulaire d’analyse 2010

A compléter et à envoyer par mail au service

Onglet MS : remplir les noms d’échantillons

Onglet Theorical digest :
Coller votre séquence + tag



Délai d’attente : 1-2 semaines

Tableau de résultats

Résultats par mail

Validation des résultats selon critères mascot

Identification : Qualité publication 
Identification probable, non qualité publication 

Impressions ou pdf des pages mascot

Facturation : 

Code de validation du service

Délais d’attente : 4 mois



Facturation

Onglet facturation du fichier analyses MALDI 2010




